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が予後は改善せず、５年生存率は約 30%に過ぎない。ほとんどの MRT において、両
アリルに SNF5 遺伝子の変異を認めることが知られている。SNF5 は、ATP 依存性
クロマチンリモデリング因子である SWI/SNF複合体を形成するサブユニットの一つ




NOXA は BCL-2 homology domain 3 (BH3) を有する BH3-only 蛋白の一種である。
NOXA はアポトーシス抑制性 BCL-2 subfamily 蛋白に結合し、その機能を阻害する
ことで内因系アポトーシスを誘導する。DNA 傷害性物質による内因系アポトーシス
の誘導にも NOXAが重要な役割を果たしている。アポトース抑制性 BCL-2 subfamily
蛋白の中でも、NOXA が高い親和性をもって結合・阻害するのは MCL-1 であること
が知られている。本研究の目的は、MRT において NOXA 遺伝子の転写が抑制されて
いることにより生じる MCL-1 の機能抑制障害が薬剤抵抗性に関与しているかどうか
を検討することである。また、欠損している NOXA の代替えとして MCL-1 阻害剤を
投与することにより、化学療法の感受性が改善するかどうかを検討した。  
まず始めに定量的リアルタイム PCR 法とウェスタンブロット法により、SNF5 が
欠損している MRT 細胞株では SNF5 が発現している他の小児腫瘍細胞株に比べて
NOXA の発現が低下していることを確認した。また MRT の臨床検体で免疫染色を行
い、NOXA が陰性であることを確認した。  
次に pcDNA 3.1(+)プラスミドを用いて MRT 細胞株（TTC549）に NOXA 遺伝子を強
制発現させた。強制発現させた NOXA 蛋白が内因性の MCL-1 蛋白と結合しているこ
とを免疫沈降法により確認した。Doxorubicin（DOX）に対する IC50はコントロール
株では 49±7nM であったのに対し、NOXA 強制発現株では 29±3nM と有意に低下
していた。また DOX 100nM を溶解した培養液で培養した後 TUNEL 陽性細胞の割
合をフローサイトメトリー法により測定すると、コントロール株では 28±1%であっ
たのに対し、NOXA 強制発現株では 45±5%と有意に増加していた。ウェスタンブロ
ット法を用いた蛋白発現解析では、cleaved caspase-9 及び cleaved caspase-3 の蛋
白発現はコントロール株に比べ NOXA 強制発現株で上昇していた。一方で、siRNA
法を用いて MRT 細胞株（TTC549、KP-MRT-RY）の MCL-1 遺伝子の発現を抑制し
た。DOX に対する IC50は、TTC549 と KP-MRT-RY のコントロール株ではそれぞれ
101±22nM と 122±27nM であったのに対し、MCL-1 発現抑制株では 10±4nM と
38±2nM であり有意に低下していた。DOX 50nM を溶解した培養液で培養した時の
TUNEL 陽性細胞の割合は、コントロール株ではそれぞれ 6±4%と 3±3%であったの
に対し、MCL-1 発現抑制株では 41±10%と 19±5%であり有意に上昇していた。さ
らに shRNA 法を用いて、MCL-1 遺伝子が安定的に発現抑制された TTC549 のコロ
ニーを 2 つ分離培養した。コントロール株の DOX に対する IC50が 78±11nM であ
ったのに対して、2 つ MCL-1 発現抑制株ではそれぞれ 45±8nM と 41±1nM と有意
に低下していた。また cleaved caspase-9 及び cleaved caspase-3 の発現はコントー
ル株に比べ 2 つの MCL-1 発現抑制株で上昇していた。以上の結果より、MRT では
SNF5 の欠損により NOXA の発現が低下しており、アポトーシス抑制性の MCL-1 の
機能を抑制することが出来ないために化学療法抵抗性を獲得していると考えられた。
また MRT の治療において MCL-1 が有効な分子標的である可能性が示唆された。  
近年 MCL-1 を含むアポトーシス抑制性 BCL-2 subfamily 蛋白の阻害剤として、
BH3-only 蛋白類似物質が開発されている。その中でも TW-37 は特に MCL-1 に対す
る親和性が高い。TTC549 及び KP-MRT-RY 細胞株に TW-37 を単剤で投与すると、
容量依存性に増殖が抑制された。IC50はそれぞれ 554nM と 588nM であった。次に、
250nM もしくは 300nM の TW-37 併用下で DOX を投与すると、combination index
はいずれも 0.9 未満となり、DOX と TW-37 の相乗効果を示す結果であった。これら
の結果から、MCL-1 阻害剤を化学療法と併用することにより、この致死的な MRT
の予後が改善する可能性が示唆された。  
 
